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Preservaçªo in vitro da batata com Æcido acetilsalicílico
e duas fontes de carboidrato(1)
Gerson Renan de Luces Fortes(2) e Jonny Everson Scherwinski Pereira(3)
Resumo  O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de carboidratos e do Æcido acetilsalicílico (AAS)
na preservaçªo in vitro da batata (Solanum tuberosum L.), cultivar Macaca. Brotaçıes de 1,5 a 2,0 cm
de comprimento foram transferidas para meio de MS, acrescido de mio-inositol (100 mg L-1) e Ægar
(6 g L-1). Testaram-se duas fontes de carboidrato, sacarose e manitol (87,6 mM), e cinco concentraçıes
de AAS (0, 30, 60, 90 e 120 mg L-1). O delineamento foi em blocos casualizados com quatro repetiçıes
por tratamento e cada repetiçªo formada por oito tubos de ensaio com uma brotaçªo. O material foi
mantido à temperatura de 25–2”C, fotoperíodo de 16 horas e radiaçªo de 19 mE m-2 s-1. O crescimento
e o nœmero de gemas nas hastes foram avaliados por trŒs meses. Passados nove meses, a sobrevivŒncia
e o nœmero de microtubØrculos tambØm foram avaliados. O uso de manitol, associado às concentraçıes
a partir de 30 mg L-1 de AAS, proporcionou menor crescimento e formaçªo de gemas nas hastes.
No meio suplementado com sacarose, a sobrevivŒncia e o nœmero de microtubØrculos foram maiores,
independentemente das concentraçıes de AAS utilizadas, após nove meses de cultivo.
Termos para indexaçªo: Solanum tuberosum, manitol, sacarose, micropropagaçªo, conservaçªo de
germoplasma.
In vitro storage of potato under acetyl salicylic acid and two carbohydrate sources
 Abstract  The aim of this work was to evaluate the effect of carbohydrates and acetyl salicylic acid
(ASA) during the in vitro storage of potato (Solanum tuberosum L.), cultivar Macaca. Stems derived
from in vitro cultures were cut into 1.5 to 2.0 cm segments and inoculated in a MS medium supple-
mented with myo-inositol (100 mg L-1) and agar (6 g L-1). Sucrose and mannitol 87.6 mM and five ASA
concentrations (0, 30, 60, 90 and 120 mg L-1) were tested. The stems were cultured on 10 mL medium
in test tubes (20 x 150 mm) and incubated in a growth chamber at 25–2”C, 16 hour photoperiod and
19 µE m-2 s-1 radiation. The growth and the bud number formed in the stems for a period of three
months were evaluated. Nine months later the survival percentage and the number of microtubers
formed were also evaluated. It was observed that the mannitol, associated with 30 mg L-1 of ASA
provided the smallest growth and bud formation after three months of storage. The survival and the
microtubers amount were larger when the stems were maintained in the medium supplemented with
sucrose, apart from the ASA concentration, after nine months of storage.
Index terms: Solanum tuberosum, mannitol, sucrose, micropropagation, germplasm conservation.
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Introduçªo
A manutençªo de coleçıes in vitro tem sido con-
siderada como um mØtodo alternativo à conserva-
çªo de germoplasma, especialmente para espØcies
propagadas vegetativamente (Roca et al. , 1991). Com
o objetivo de reduzir ou atØ suprimir o crescimento
das cØlulas e tecidos, o processo de preservaçªo
in vitro apresenta diversas vantagens sobre o pro-
cesso de conservaçªo de germoplasma no campo, e
dentre elas destacam-se: a necessidade de menor es-
paço para ocupaçªo do material; manutençªo de
material vegetal livre de patógenos; disponibilidade
de material para ser imediatamente propagado, alØm
da reduçªo dos custos financeiros, entre outros
(Dorion et al., 1991).
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Entre as tØcnicas mais utilizadas para reduzir o
crescimento in vitro e, desta forma, estender o inter-
valo entre os subcultivos, encontra-se a reduçªo
da temperatura de incubaçªo e a aplicaçªo de
retardantes osmóticos e hormonais ao meio nutriti-
vo (Conceiçªo et al., 1998; Martin et al., 1998;
Golmirzaie & Toledo, 1999). O manitol apresenta um
efeito retardante no crescimento e desenvolvimento
de um grande nœmero de espØcies, e Ø utilizado com
bastante freqüŒncia na conservaçªo in vitro. Nor-
malmente, este carboidrato Ø adicionado ao meio, para
reduzir-lhe o potencial hídrico. Assim, os cultivos
sªo sujeitos a uma desaceleraçªo no seu crescimen-
to, devido a um estresse osmótico causado pela re-
duçªo na absorçªo de Ægua e nutrientes do meio.
AlØm disso, quando este carboidrato Ø combinado a
algum inibidor de crescimento, como o Æcido
acetilsalicílico (AAS), sªo obtidos resultados supe-
riores (Bhat & Chandel, 1993; Lopez-Delgado et al.,
1998).
Este trabalho teve como objetivo verificar a influ-
Œncia do Æcido acetilsalicílico (AAS) e dos
carboidratos sacarose e manitol no crescimento de
hastes de batata durante sua preservaçªo in vitro.
Material e MØtodos
O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Cultura
de Tecidos da Embrapa-Centro de Pesquisa AgropecuÆria
de Clima Temperado, Pelotas, RS. Microestacas de batata
(Solanum tuberosum L.), cultivar Macaca, oriundas da
multiplicaçªo in vitro, com 1,5 a 2,0 cm de comprimento e
com duas gemas axilares, foram transferidas para meio com
sais e vitaminas de MS (Murashige & Skoog, 1962), acres-
cido de mio-inositol (100 mg L-1) e Ægar (6 g L-1). A este
meio tambØm adicionou-se sacarose e manitol, na concen-
traçªo de 87,6 mM e cinco concentraçıes de AAS (0, 30,
60, 90, 120 mg L-1). O pH dos meios de cultura foi ajusta-
do para 5,8–0,1 antes da adiçªo do agente solidificante e
autoclavagem à temperatura de 121”C e 1,5 atmosfera de
pressªo por 15 minutos.
Após a transferŒncia das microestacas para os tubos de
ensaio, o material vegetal foi mantido em câmara de cresci-
mento, à temperatura de 25–2”C, fotoperíodo de 16 horas,
e radiaçªo de 19 mE m-2 s-1, em que se avaliou quinzenal-
mente o crescimento (relaçªo entre o tamanho final e inici-
al) e o nœmero de gemas formadas nas brotaçıes por um
período de trŒs meses.
Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados, com
quatro repetiçıes por tratamento. Cada repetiçªo foi for-
mada por oito unidades experimentais, cada uma constitu-
ída por uma brotaçªo em tubo de ensaio contendo 10 mL
de meio de cultura.
Passados nove meses do início do experimento, a por-
centagem de sobrevivŒncia das hastes e o nœmero de
microtubØrculos formados tambØm foram avaliados. Para
avaliar a sobrevivŒncia dos explantes, utilizou-se de cada
unidade experimental um explante de 1 a 2 cm de compri-
mento e duas gemas. Desta forma, cada tratamento foi
repetido quatro vezes. Cada repetiçªo foi formada por
oito explantes, introduzidos em frascos com capacidade
de 250 mL com 40 mL de meio, delineados em blocos
casualizados. O meio de cultura utilizado nesta etapa foi
formado pelos sais e vitaminas de MS, suplementado com
100 mg L-1 de mio-inositol, 30 g L-1 de sacarose e solidifi-
cado com 6 g L-1 de Ægar.
Para a anÆlise estatística dos dados, utilizou-se o pro-
grama SANEST (Zonta & Machado, 1984).
Resultados e Discussªo
A curva referente à porcentagem de crescimento
das hastes mantidas em meio com manitol mostrou
um efeito quadrÆtico, nitidamente descendente, com
o aumento nas concentraçıes de AAS, atØ um ponto
mínimo atingido em 86,2 mg L-1 (ponto de mÆxima
eficiŒncia calculada), quando a menor porcentagem
de crescimento das brotaçıes chegou a 19%, após
trŒs meses de conservaçªo (Figura 1). Quando se
usou sacarose, mesmo associada às concentraçıes
mais elevadas de AAS, o crescimento das brotaçıes
mostrou-se superior aos resultados obtidos com o
manitol. Entretanto, houve um nítido decrØscimo na
porcentagem de crescimento das brotaçıes, cultiva-
das em meio com sacarose, com o aumento nas con-
centraçıes de AAS. Assim, o uso de sacarose e AAS,
na concentraçªo de 120 mg L-1, proporcionou um
crescimento de 96% nas brotaçıes. Na ausŒncia de
AAS, o meio com sacarose propiciou um crescimen-
to, nas brotaçıes, de 167%, enquanto no meio com
manitol o crescimento foi de 107%, aos 90 dias de
cultivo (Figura 1).
As hastes apresentaram maior comprimento quan-
do mantidas em meio de cultura sem a presença
de AAS. PorØm, o meio acrescido de manitol sempre
proporcionou um comprimento significativamente
menor das brotaçıes, em relaçªo às brotaçıes mantidas
em meio de cultura com sacarose, independentemente
da concentraçªo de AAS utilizada (Figura 1). Sarkar &
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Naik (1998) tambØm verificaram que a adiçªo de manitol
ao meio causou menor crescimento das hastes, quan-
do comparado com o meio onde foi utilizado somen-
te a sacarose como carboidrato. Siddiqui et al. (1996)
e Lopez-Delgado et al. (1998) tambØm observaram
que a simples adiçªo de manitol ao meio de cultura
proporcionou hastes de menor comprimento, com
um tamanho mØdio em torno de 5 cm, ao final de um
período de seis meses de estudo.
Houve nítida reduçªo no comprimento das
brotaçıes com o aumento das concentraçıes de AAS
quando se utilizou sacarose. PorØm, em meio com
manitol, esta reduçªo foi mais pronunciada, obser-
vando-se que nas concentraçıes de 60, 90 e
120 mg L-1 de AAS o comprimento mØdio das hastes
foi de 2,5 cm. PorØm, para o meio de cultura conten-
do sacarose, o menor comprimento das brotaçıes
foi observado quando se utilizou o AAS na concen-
traçªo mais elevada (120 mg L-1). Neste caso, as has-
tes apresentaram comprimento mØdio de 7 cm, ao fi-
nal do período estudado (Figura 1).
Assim como observado quanto ao comprimento
das hastes, o uso de manitol causou a formaçªo de
um nœmero significativamente inferior de gemas nas
brotaçıes de batata, em comparaçªo à sacarose.
Quando associado ao AAS, foi o tratamento que pro-
porcionou o menor nœmero de gemas formadas com
uma taxa de multiplicaçªo em torno de 3:1 na concen-
traçªo de 70 mg L-1 de AAS (calculado), após trŒs
meses de conservaçªo. O maior nœmero de gemas
formadas foi observado quando nªo se acrescentou
AAS ao meio de cultura em ambos os carboidratos
testados, manitol e sacarose (9 e 20 gemas por
brotaçªo, respectivamente) (Figura 1).
A maior taxa de sobrevivŒncia foi observada nos
explantes provenientes do meio de cultura com
sacarose, independentemente das concentraçıes de
AAS utilizadas. Assim, 76% dos explantes transferi-
dos para a cultura e oriundos do meio suplementado
com sacarose sobreviveram. Embora os tratamentos
com manitol tenham reduzido mais efetivamente o
crescimento das hastes, somente cerca de 37% dos
explantes provenientes destes meios sobreviveram
no período avaliado (Tabela 1). Esta evidŒncia suge-
Carboidrato Sobrevivência
(%)
Número de
microtubérculos/planta
Sacarose 76,00a 3,46a
Manitol 37,36b 0,04b
CV (%) 51,00 32,40
(1)Em cada coluna, mØdias seguidas por letras distintas diferem entre si
pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.
Tabela 1. SobrevivŒncia e nœmero mØdio de microtu-
bØrculos formados em razªo da fonte de carboidrato utili-
zada no meio de cultura, após nove meses de preservaçªo
in vitro da batata. Pelotas, RS, 1999(1).
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Figura 1. Porcentagem de crescimento, comprimento e
nœmero de gemas formadas (dados transformados em
(y + 0,5)1/2)em hastes de batata em razªo da fonte de
carboidrato e de diferentes concentraçıes de Æcido acetil-
salicílico (AAS), após 90 dias de preservaçªo in vitro.
Pelotas, RS, 1999.
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re que as hastes de batata em presença de manitol
sofrem maior estresse fisiológico que as crescidas
em meio com sacarose, como tem sido descrito por
outros autores, devido, principalmente, ao estresse
osmótico provocado por esse carboidrato ao meio
de cultura, que reduz a absorçªo de Ægua e nutrien-
tes pelos cultivos (Bhat & Chandel, 1993; Lopez-
Delgado et al., 1998).
Após nove meses de preservaçªo in vitro, cons-
tatou-se a formaçªo de microtubØrculos nos meios
de cultura suplementados com sacarose em nœmero
significativamente superior ao dos tratamentos onde
se utilizou o manitol como fonte de carboidrato (Ta-
bela 1). Contudo, a formaçªo de microtubØrculos nªo
foi influenciada pelas concentraçıes de AAS no
meio de cultura. Koda et al. (1992) tambØm observa-
ram maior formaçªo de microtubØrculos em meio de
cultura com sacarose, mesmo na presença de AAS.
Conclusıes
1. O uso de manitol proporciona menor cresci-
mento e nœmero de gemas formadas em hastes de
batata in vitro.
2. O crescimento das hastes de batata Ø retardado
com a adiçªo de AAS ao meio de cultura associado
com o manitol, a partir da concentraçªo de 30 mg L-1.
3. A sobrevivŒncia das hastes conservadas em
meio suplementado com sacarose Ø maior do que as
conservadas em meio de cultura com manitol.
4. O meio suplementado com sacarose leva à for-
maçªo de microtubØrculos após nove meses de pre-
servaçªo in vitro da batata.
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